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摘要 
关于 TGF-β信号在诱导上皮-间质转化（EMT）过程中的作用的研究在多种
肿瘤中已经取得了很大的进展，然而，在乳腺肿瘤转移的过程中，TGF-β信号
对 EMT 的调控机制尚未完全探明。在本研究中，我们证明了 OVOL2，一种锌
指蛋白转录因子，能抑制小鼠肿瘤细胞、人乳腺肿瘤细胞中的 TGF-β信号诱导
的 EMT。从 Oncomine 数据库中获得的数据表明，OVOL2 的表达与乳腺癌的进
展之间存在着很强的负相关关系。此外，我们的实验表明，OVOL2 在多个水平
上抑制 TGF-β信号，包括抑制 Smad4 mRNA 的表达，促进 Smad7 mRNA 的表
达，阻断 Smad4 和目的 DNA 之间的结合，干扰 Smad4 和 Smad2 / 3 蛋白之间的
复合物的形成，并抑制 Smad4 和 P300 的结合，但是促进 HDAC1 和 Smad4 的结
合。这些研究结果揭示了一个调控 TGF-β信号体外和体内输出水平的新机制。
这些分子信号的调节有可能预示一种通过恢复OVOL2的表达来抑制乳腺肿瘤侵
袭的新策略。 
 
 
 
 
 
 
 
 
关键词：乳腺肿瘤; EMT; TGF-β信号 
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Abstract 
Great progress has been achieved in the study of the role of TGF-β signaling in 
triggering epithelial-mesenchymal transition (EMT) in a variety of cancers; however, 
the regulation of TGF-β signaling during EMT in mammary tumor metastasis has not 
been completely defined. In the present study, we demonstrated that OVOL2, a zinc 
finger transcription factor, inhibits TGF-β signaling-induced EMT in mouse and 
human mammary tumor cells, as well as in mouse tumor models. Data from the 
Oncomine databases indicated a strong negative relationship between OVOL2 
expression and breast cancer progression. Moreover,our experiments revealed that 
OVOL2 inhibits TGF-β signaling at multiple levels, including inhibiting Smad4 
mRNA expression and inducing Smad7 mRNA expression, blocking the binding 
between Smad4 and targeted DNA, interfering with complex formation between 
Smad4 and Smad2/3, and suppressing the recruitment of P300 but facilitating the 
binding of HDAC1 to Smad4. These findings reveal a novel mechanism that controls 
the TGF-β signaling output level in vitro and in vivo. The modulation of these 
molecular processes may represent a strategy for inhibiting breast cancer invasion by 
restoring OVOL2 expression.   
 
 
 
 
Keywords: mammary tumor; EMT; TGF-β signaling 
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第一章 前言 
1.1 EMT的定义 
EMT 描述的是一个细胞褪去其上皮特性并引入更多间质和侵袭特性的过程。
与 EMT 相关的生理现象在哺乳动物胚胎发育过程中十分常见。中期神经脊发育
成为体节、原始中胚层的形成以及骨骼和肌肉的生长都需要 EMT 的参与。大部
分恶性肿瘤细胞需要通过 EMT 获得迁移能力，从而浸润和转移。目前的研究证
据发现，EMT 在肺癌、肝癌、结肠癌及乳腺癌等癌症的原发性浸润和转移过程
中起着不可或缺的作用。所以，对 EMT 分子机理的研究和应用，对寻找新的恶
性肿瘤的诊疗方法意义重大。 
大部分上皮细胞处在细胞分化的终端，对机体起到保护和支持的作用。上皮
细胞往往具有明显的极性，细胞间链接紧密，这也限制细胞在组织中的迁移。在
特定因素的刺激下，上皮细胞会失去极性，遗失包间的紧密连接和黏附连接，逐
渐获得浸润和迁移的能力，并展现出间质细胞的形态特征，这一过程就被称之为
细胞的上皮间质转化（EMT）。 
最早被发现能够诱导 EMT 的细胞因子是肝细胞生长因子（HGF），之后又
陆续发现表皮生长因子（EGF）、转化生长因子（TGF）和成纤维生长因子（FGF）
也可以诱导细胞的 EMT 过程。其中，作用最明显的要属 TGF-β，它在多数上皮
细胞或上皮细胞来源的肿瘤细胞中发挥诱导 EMT 的作用。 
1.1.1 EMT 的特征 
EMT 最重要的标志性变化就是 E-cadherin（E-cadherin）的减少。E-cadherin
的胞内结构域可与 a-联蛋白、b-联蛋白以及肌动蛋白等形成复合物，胞外结构域
在相邻的细胞之间相互结合，从而帮助细胞黏附并连接。E-cadherin 不但可以构
成细胞间的物理连接，还可以维持上皮细胞的极性，而且 E-cadherin 水平降低后，
细胞内的 b-联蛋白将游离出来并转移到细胞核内，与 LEF转录因子形成复合体，
增强间质细胞特性的基因的转录。 
研究发现 E-cadherin 与上皮癌的关系密切。在多类上皮癌如前列腺癌、乳腺
癌中检测到 E-cadherin 基因的突变或者 E-cadherin 蛋白水平的明显下调。
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E-cadherin 有可能成为一种新的抑癌基因，对 E-cadherin 转录和翻译水平上的研
究也许将成为癌症治疗的新突破。 
zonulaoccludens-1（ZO-1）是组成紧密连接的重要分子，EMT 能诱导 ZO-1
分子表达量的下降，从而导致细胞间紧密连接的丧失。ZO-1 与 E-cadherin 类似，
还参与了细胞骨架的形成和细胞内信号转导。位于细胞膜上的 ZO-1，还能转移
至细胞核内，激活 EGF 受体，最终提高癌细胞的浸润和扩散能力 1。 
发生 EMT 的细胞还伴有多个间质细胞特性蛋白的高表达，其中包括 a-平滑
肌肌动蛋白、纤连蛋白、N-cadherin 和 Vimentin 等，N-cadherin 与 E-cadherin 不
同，它的表达的增加将增强肿瘤的恶性程度和浸润转移的特性。 
细胞在发生 EMT 的同时，其自身与细胞外微环境有着复杂的互动关系。研
究表明，当细胞发生 EMT 时，细胞外基质的组成成分也随着 EMT 发生改变。
有些肿瘤细胞可以分泌基质金属蛋白酶 MMP28 和 MMP3 到细胞外基质中，诱
导肿瘤细胞的 EMT。EMT 过程中的细胞可以上调 Snail1、SIP1 等转录因子的表
达，促进 MMP1、MMP2 和 MMP7 的表达，通过降解细胞外基质蛋白增强肿瘤
细胞的侵袭能力 2。 
多类来源哺乳动物的上皮细胞在经过诱导发生 EMT 之后，对紫外线照射诱
导的凋亡表现出明显的耐受性 3。研究推测经历 EMT 的细胞中，抵抗凋亡的信
号通路（例如 AKT 和 PI3K）被激活或者分泌出抗凋亡的细胞因子。研究发现
EGF 信号通路对 TGF-β 诱导的细胞 EMT 有一定作用，抑制 EGF 受体会使发生
EMT 的细胞提高对凋亡的敏感性 4。目前对 EMT 抗凋亡的研究主要集中在体外
实验中，发生 EMT 的细胞是否能够在体内抵抗细胞凋亡尚不清楚。同时细胞本
身由上皮细胞转变成了间质细胞，也可能是抗凋亡的重要原因。 
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图 1.1：EMT 发生过程的模式图 5 
 
1.1.2 EMT 与细胞微环境 
研究表明细胞微环境对 EMT 的发生起着十分重要的作用。细胞外基质可以
通过生理作用调节上皮细胞的增殖和分化。胞外基质中的 ECM 蛋白在细胞 EMT
的过程中发挥了重要作用。乳腺上皮细胞发生 EMT 的过程中，基质裂解素-1 和
整合素相关激酶的蛋白水平被上调。在Ⅰ型/Ⅲ型胶原培养基中生长的胰腺癌细
胞可以发生 EMT，转变成高侵袭性的细胞。基底膜的破坏是 EMT 发生的标志。
发生了 EMT 的细胞可以分泌大量的 ECM 及相关酶类，这可能与细胞的迁移相
关 6, 7。发生 EMT 的上皮细胞可以分泌多种炎症因子（包括 TGF-β、IGF、TNF-
α、MCP-1、FGF 等等）。这些因子可以以旁分泌的方式作用于正常的上皮细胞，
促使其转变成拥有较强成癌倾向的细胞。这类细胞在发生 EMT 后得到了自分泌
式地分泌细胞因子的能力 6, 8。 
1.1.3 EMT 与胚胎发育  
早期发育生物学家用 EMT 来描述在胚胎发育过程中上皮细胞所发生的形态
学变化。胚胎期器官形成的过程中，上皮样的细胞变成成纤维样的细胞，从而获
得更强的侵袭和转移能力。发生 EMT 的上皮细胞下调细胞粘附相关基因的表达，
减弱细胞之间的相互作用，改变细胞的极性。于是上皮细胞获得了间充质细胞的
特征，拥有了成纤维细胞样的外形，Vimentin、Snail 的表达上升。研究发现，
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EMT 可以调节器官的形成，帮助原肠胚、四肢、肺、肾、胃、心等器官的成型；
EMT 可以促进体壁内胚层和中胚层的分化，并定形内胚层；EMT 可以促进背神
经上皮细胞向神经管嵴细胞的转化，并诱导多种神经元细胞、神经胶质细胞、色
素细胞的分化 9, 10。 
1.1.4与 EMT 相关的信号通路 
（1）TGF-β 信号通路 
TGF-β（transforminggrowthfactor-β，TGF-β）功能众多，可以影响细胞的凋
亡、增殖、分化和迁移等等。TGF-β 是 EMT 重要的诱导因子，TGF-β 在肿瘤生
成和转移、胚胎发生与器官发育以及细胞的纤维化过程中扮演着重要的角色。
TGF-β 信号通路包括 Smad 依赖性通路和非 Smad 依赖性通路两种信号转导通路
11, 12。在 Smad 依赖性通路中，TGF-β 与细胞膜上的亲和性受体 TβRI 和 TβRII
结合，磷酸化并激活 Smad2 和 Smad3，再与 Smad4 形成复合三聚体进入细胞核，
与其他转录因子共同调控目的基因（如 Snail1、Snail2、ZEB）的表达，最终下
调 E-cadherin 的表达，同时上调 N-cadherin、Vimentin 等间质细胞标志物的表达
10。TGF-β 还能通过激活丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）、Ras 同源基因家族成员
A（RhoA）和磷脂酰肌醇-3-激酶（PI3K）等信号分子介导细胞的 EMT。 
（2）Hedgehog 信号通路 
Hedgehog 信号通路由配体 Hedgehog、跨膜蛋白受体 Ptc（Patched）和 Smo
（Smoothened）以及下游的转录因子 Gli（Gli1、Gli2 和 Gli3）等构成 13-15。当
Hedgehog 含量不足时，Ptc 抑制 Smo 的活性，使 Hedgehog 信号通路处于被抑制
的状态；当 Hedgehog 含量较高时，Hedgehog 结合 Ptc，阻碍了 Ptc 与 Smo 的结
合，从而使 Hedgehog 信号通路得抑制被解除，紧接着，Gli 从微管上解离，以
全长的形式进入细胞核，促进目的基因的表达。Hedgehog 信号通路调控 EMT 的
发展进程，需要通过与其他信号通路间的交互作用来实现。Hedgehog 信号可以
通过上调 JAG2 来增强 Notch 信号通路，提高 Snail1 的表达，也可以通过上调整
合素αvβ6激活TGF-β信号通路，增强Snail2、ZEB1及ZEB2的表达 16。Hedgehog
信号也可以促进 Twist2 的表达 17, 18。Hedgehog 信号还能通过调控 FOXC2 影响
EMT。FOXC2 是 EMT 的重要调节因子，它可以抑制 p120-catenin 的表达，从而
调控 E-cadherin 的表达 19。p120-catenin 是 catenin 家族的成员之一，可以在膜上
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